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基础 研究 
应 用 JAR 细 肥 株 建立 SCID beige 小 刀 绒 毛 膜 瘤 移 植 瘤 病理 模型 


田 泉 , 郑 伟 , 孙 戎 , 薛 艳 , 季 伟 , 安 瑞 芳 
西安 交通 大 学 医学 院 第 一 附属 医院 妇 产 科 , 陕 西 西安 710061 


摘要 :目的 建立 稳定 有 效 的 绒毛 膜 癌 SCID beige 小 鼠 移植 瘤 模型 ,观察 模型 的 病程 特点 和 生物 学 行为 。 方 法 将 3~5 周 龄 
SCID beige 雌 性 小 鼠 随 机 分 为 实验 组 和 对 照 组 ;实验 组 12 只 小 鼠 分 为 A( 皮 下 移植 瘤 模型 MB( 肺 转移 瘤 模 型 ) 两 组 ,分 别 皮下 注 
射 或 尾 静 脉 注射 JAR 细 胞 Sx109 只 ,应 用 形态 学 .放射 性 免疫 分 析 法 测定 pP-HCG 小 动物 活体 成 像 系统 (IVIS) 和 组 织 学 HE 染色 
方法 明确 JAR 细 胞 皮下 移植 瘤 及 肺 转移 瘤 形 成 等 情况 。 结 果 实验 组 接种 28 d 后 ,A 组 小 鼠 皮下 形成 质 硬 肿瘤 结 节 , HE 染色 符 
合 绒毛 膜 癌 细胞 形态 学 表现 ;B 组 小 鼠 应 用 IVIS 检测 显 示 体 内 出 现 单个 或 多 个 肿瘤 实体 包 块 ,HE 染色 表明 肺 组 织 均 有 不 同 程 
度 的 瘤 细胞 浸润 。 接 种 第 14 天 ,实验 组 B-HCG 水 平 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05); 其 中 B 组 B-HCG 水 平 明 显 高 于 A 组 (P<0.05)。 
结论 SCID beige 小 鼠 皮 下 / 尾 静 脉 注 射 JAR 细胞 可 成 功 构建 人 绒毛 膜 癌 移 植 瘤 病 理 模型 ,该 模型 能 模拟 临床 绒毛 膜 癌 上 皮 性 
实体 瘤 特性 及 肺 转移 特点 ,是 研究 人 类 绒毛 膜 癌 发 病 机 理 及 实验 治疗 的 良好 模型 。 

关键 词 :绒毛 膜 癌 ;SCID beige 小 鼠 ;JAR 细 胞 ;移植 瘤 模型 ;活体 成 像 系 统 


Establishment of a SCID beige mouse model bearing transplanted human 


choriocarcinoma using JAR cell line 


TIAN Quan, ZHENG Wei, SUN Rong, XUE Yan, JI Wei, AN Ruifang 
Department of Gynecology and Obstetrics, First Affiliated Hospital, Xi an Jiaotong University College of Medicine, Xi'an 710061, China 


Abstract: Objective To establish a mouse model bearing human choriocarcinoma xenograft in severe combined 
immuno-deficient (SCID) beige mice and investigate the disease course and biological behaviors of the tumors. Methods 
Human choriocarcinoma JAR cells were injected in female SCID beige mice (3-5 weeks old) either subcutaneously (group A, 7= 
6) or via the tail vein (group B, n=6). Morphological studies, radioactive immunoassay, in vivo tumor imaging and 
histopathological examinations were performed to confirm JAR cell engraftment at the subcutaneous injection site and in the 
lungs of the mice. Results On day 28 after tumor cell inoculation, the mice in group A showed palpable subcutaneous nodules, 
and HE staining revealed morphological features of the nodules consistent with choriocarcinoma cells; in vivo imaging in 
group B showed single or multiple solid tumor masses in the lungs, and tissue biopsy examination demonstrated varying 
degrees of tumor cell infiltration. Compared with the control mice, Peripheral blood B-HCG levels in both groups A and B 
increased significantly on day 14 after cell inoculation (P<0.05), and the increment was more conspicuous in group B (P<0.05). 
Conclusion Mouse models bearing human choriocarcinoma xenograft can be successfully established by injecting JAR cells 
either subcutaneously or via the tail vein to mimic the characteristics of epithelial solid tumors and lung metastasis of human 
choriocarcinoma. 

Key words: choriocarcinoma; severe combined immuno-deficient beige mouse; JAR cells; xenografts; in vivo imaging 


绒毛 膜 癌 是 一 类 高 度 恶 性 的 滋养 细胞 肿瘤, 绝 大 多 
数 继 发 于 正常 或 非 正常 妊娠 之 后 , 故 称 妊娠 性 或 继 发 性 绒 
癌 ; 极 少数 与 妊娠 无 关 , 故 称 非 媳 娠 性 或 原 发 性 绒 癌 "。 
绒 交 具有 恶性 程度 高 ,具有 易 早 期 转移 . 易 复 发 . 易 产 生 
耐 药 的 特点 ,严重 地 威胁 着 育龄 期 妇女 的 健康 ~。 目 前 ， 
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化 疗 是 绒毛 膜 癌 主要 治疗 手段 ,然而 , 随 着 一 线 化 疗 药 
物 在 临床 的 广泛 应 用 , 耐 药 及 复发 病例 呈现 逐年 上 升 趋 
热 , 这 在 很 大 程度 上 限制 绒毛 膜 癌 的 长 期 疗效 。 因 此 
通过 建立 动物 模型 寻求 能 治疗 绒毛 膜 癌 的 新 药物 或 者 
可 以 预测 绒毛 膜 癌 的 分 子 标志 物 具有 重要 的 意义 。 郑 
井 红 等 将 人 绒 癌 细胞 系 正 G-3 尾 静脉 注射 建立 人 绒 瘤 
SCID 小 鼠 肺 转移 动物 模型 +。 应 用 BALB/C-beige/ 
beige 同 类 近 交 系 小 鼠 将 beige 基 因 引 入 SCID 小 鼠 构 建 
SCID Beige(SCID.bg) 小 鼠 , 导 致 小 鼠 体 内 NK 细胞 活 
性 降低 ,提高 受 体 保留 移植 细胞 活力 和 功能 的 潜力 号 。 
但 国内 对 SCID.bg 小 鼠 的 应 用 尚 不 广泛 。 近 年 来 ,应 用 
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慢 病 毒 过 表达 或 敲 除 基因 广泛 应 用 于 肿瘤 相关 人 研究 。 
国外 文献 报道 发 现 , 在 绒毛 膜 癌 细胞 系 中 ,JAR 细胞 系 
更 易于 稳定 感染 慢 病毒 载体 ”。 因 此 ,本 实验 采用 鼠 尾 
静脉 注射 稳定 表达 EGFP 的 JAR 细 胞 构建 稳定 有 效 重 
复 性 好 的 绒毛 膜 癌 SCID beige 雌 性 小 鼠 病理 模型 , 模 
拟 临 床 绒毛 膜 癌 上 皮 实 体 瘤 特性 及 全 身 远 处 转移 弥漫 
生长 特点 ,为 研究 人 绒毛 膜 瘤 发 病 机 理 及 药物 治疗 黄 定 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 来 源 

人 绒毛 膜 癌 细胞 株 JAR 购 自 ATCC 细 胞 库 ( 上 海 ); 
慢 病 毒 空 载体 GV208( 吉 凯 基 因 , 上 海 ) ,元 件 顺 序 : 


败 。 根 据 最 早 拉 及 皮下 肿瘤 的 时 间 和 随后 每 3 d 的 测量 
结果 ,计算 肿瘤 体积 ,肿瘤 体积 (cm )=0.5x 长 径 x 宽 径 ”， 
取 均 值 ,绘制 肿瘤 生长 曲线 。 

1.2.3 建立 绒毛 膜 癌 肺 转移 瘤 模 型 6 只 SCID.bg 小 鼠 
移植 前 ,腹腔 注射 4.3 多 水 合 毛 醛 (430 mg/kg) 麻 醉 小 
鼠 , 和 常规 消毒 鼠 尾 注射 部 , 鼠 尾 静脉 注射 200 pL JAR/ 
EGFP 细胞 悬 液 5$x109 只 ) ,对 照 组 分 别 于 鼠 背 部 注射 
和 鼠 尾 静脉 注射 等 量 灭 菌 PBS。4 周 后 ,4% 异 氟 烧 吸入 
麻醉 小 鼠 后 ,2%~2.5% 异 氢 烷 维持 麻醉 ,应 用 小 动物 
IVIS 系统 检测 活体 EGFP 灭 光 水 平 ,明确 肺 部 移植 瘤 成 
瘤 情况 ,同时 观察 肝 .生殖 器 以 及 颈 部 邻近 的 淋巴 结 
无 转移 灶 。 

1.2.4 小 所 外 周 血 B-HCG 检 测 接种 后 第 14 天 " 取 小 鼠 


Ubi-MCS-EGFP, 真 核 抗 性 : 味 叭 霉 素 , 获 光标 记 : 
EGFP; Polybrene 购 自 上 海 吉 凯 公 司 ;24 只 3~5 周 龄 
SCID beige 雌 性 小 鼠 ,体质 量 16~20 g, 购 自 北 京 维 通 利 
华 实验 动物 技术 有 限 公 司 。 小 鼠 在 符合 SPF 标 准 层 流 
架 内 无 菌 独立 送 风 IVC 笼 中 饲养 , 饲 以 标准 颗粒 饲料 ， 
添加 维生素 C 鸡蛋 ,饮用 水 为 加 少量 食盐 的 灭 菌 双 闵 
水 , 垫 料 等 与 鼠 接触 物品 均 经 灭 菌 处 理 , 保 持 动物 实验 
室内 温度 25 % 左 右 , 相 对 湿度 40 多 ~70% ,每 日 光照 12 h， 
适应 性 饲养 1 周 的 SCID.bg 小 鼠 随机 分 为 实验 组 和 对 
照 组 ,每 组 12 只 ,实验 组 分 为 A( 皮 下 移植 瘤 模 型 MB( 肺 
转移 瘤 模型 ) 两 组 。 细 胞 培养 基 DMEM 及 胎 牛 血清 均 
购 自 美国 Gibco 公 司 ;p-HCG 试 剂 盒 购 自 日 本 东京 三 葵 
公司 。 

1.2 方法 

1.2.1 慢 病 毒 载体 转 染 JAR 细胞 .稳定 细胞 系 篇 选 及 细 
胞 悬 液 制 备 将 5Sx10' 对 数 生 长 期 JAR 细 胞 接种 于 6 和 孔 
板 培养 下 ,37 .5% CO;s 饮 和 湿度 培养 箱 中 培养 24 h。 

将 适量 病毒 颗粒 和 Polybrene 加 入 3 mL 培养 基 , 终 
浓度 为 6~8 pg/mL, 轻 吹 混 匀 ,加 入 培养 由。24 h 后 更 
换 新 鲜 的 完全 培养 基 培 养 48 h; 每 隔 2 d 更 换 2 pg/mL 
呆 叭 考 素 药物 的 培养 基 继 续 培 养 。 

待 抗 性 细胞 长 满 后 ,0.5% 胰 酶 消化 , 含 10% 血 清 的 
培养 基 重 悬 细胞 ,水 平 离心 机 1000 r/min 离心 5 min, 灭 
菌 PBS 重 悬 细胞 ,轻柔 测 洗 3 次 ,无 血清 培养 基 重 悬 细 
胞 后 进行 细胞 计数 ,再 次 离心 后 ,根据 细胞 数目 加 入 无 
血清 培养 基 , 配 置 2.5x10VmL 细胞 悬 液 。 

1.2.2 建立 绒毛 膜 癌 皮 下 移植 瘤 模 型 6 只 SCID 人 小 鼠 移 
植 前 ,腹腔 注射 4.3% 水 合 氯 醛 (430 mg/kg) 麻 醉 小 鼠 。 
皮下 移植 瘤 组 常规 消毒 背部 ,将 200 4L 细 胞 若 液 (5x 
109Y 只 ) 接 种 于 背部 皮下 ,建立 皮下 移植 瘤 病 理 模型 ; 
天 观察 皮下 成 瘤 时 间 及 生长 特性 ,连续 观察 4 周 。 用 游 
标 卡 尺 测 量 肿瘤 长 轴 , 以 瘤 结 节 直径 达 0.5 cm 作为 成 瘤 
标准 。 如 SCID.bg 鼠 死亡 或 肿瘤 <0.5 cm 则 计 为 模型 失 


尾 静脉 外 周 血 200 hL ,放射 免疫 分 析 法 (RIA) 检 测 外 周 
血 B-HCG 含量 ,具体 操作 参考 说 明 书 。 最 小 测定 的 水 
平 为 0.1 ng/mL ,测定 变异 系数 分 别 为 4.5% 和 6.3%。 
1.2.5 HE 染色 及 镜 检 皮下 或 静脉 注射 JAR/EGFP 细 
胞 4 周 后 ,对 SCID 小 鼠 实施 安乐 死 ,解剖 获取 皮下 实体 
移植 癌 及 小 鼠 肺 脏 组 织 , 以 10% 甲 醛 固 定 48 h 以 上 , 常 
规 石 蜡 切 片 ,HE 染色 ,光学 显微镜 下 观察 皮下 移植 瘤 体 
及 肺 转移 瘤 的 组 织 结构 。 

1.2.6 统计 学 分 析 采用 SPSS 18.0 统 计 软 件 , 所 得 数据 
用 均 数 + 标准 差 表 示 , 组 间 均 数 比较 采用 1 检验 ,P<0.05 
差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 小 鼠 成 溜 情况 及 形态 学 表现 

皮下 移植 瘤 组 :观察 期 ,皮下 注射 2 周 后 ,在 背部 可 
触及 微小 结 节 , 随 着 肿块 的 增 大 ,小 鼠 体质 量 无 明显 改 
变 , 精 神 状态 良好 (图 1A)。 背 部 结 节 边 界 清 , 略 可 活 
动 , 触 之 质 中 , 瘤 体 表 面皮 肤 呈 紫 褐 色 (图 1B)。4 周 后 ， 
小 鼠 实施 安乐 死 后 解剖 可 见 皮下 瘤 外 附 包 膜 , 瘤 体 呈 粉 
白色 ,侵袭 小 鼠 背部 肌 层 组 织 (图 1C) ,皮下 周 于 血管 过 
度 增 殖 ,进入 肿瘤 (图 1D)。 

肺 转移 瘤 组 : 鼠 尾 静脉 接种 JAR/EGFP 细 胞 28 d 后 
实验 组 小 鼠 开 始 出 现 动物 皮毛 起 皱 步 态 不 稳 萎 靡 不 
动 。IVIS 系统 检测 均 在 小 鼠 肺 部 发 现 单 发 或 多 发 性 实 
体 肿块 ,其 中 1 只 小 鼠 出 现 颈 部 淋巴 结 转 移 ,1 只 伴生 殖 
器 部 位 受累 ;1 只 伴生 殖 器 部 位 受累 和 淋巴 结 转移 (图 
2A);1 只 解剖 发 现 肺 转移 伴 脾脏 明显 肿 大 (图 2B)。 

2.2 成 瘤 期 外 周 血 B-HCG 检 测 

接种 后 第 14 天 ,实验 组 及 对 照 组 SCID 小 鼠 采 用 
RIA 法 测定 血清 B-HCG。 数 据 显 示 , 接 种 JAR 细胞 14 
d, 实 验 组 B-HCG 水 平 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05), 肺 转移 
瘤 模型 的 p-HCG 水 平 明 显 高 于 皮下 瘤 模型 (P<0.05) 
(图 3A)。 小 鼠 血 清 gp-HCG 水 平 与 皮下 瘤 肿瘤 体积 相关 
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图 1 皮下 移植 瘤 模型 小 鼠 形 态 学 


Fig.l Gross observation of the subcutaneous xenograft model. A: A tumor-bearing 
mouse showing good general condition; B: The border of the subcutaneous xenograft 
was clear, and the skin covering the tumor became purple-brown; C: Dissection of the 
encapsulated tumor, which was pale pink in color and invaded the dorsal muscle 
tissue; D: Excessive proliferation of blood vessels surrounding the xenogratft. 


图 2 肺 转移 瘤 模型 IVIS 图 像 和 脾 大 解剖 外 观 
Fig.2 In vivo imaging of the lung xenograft and dissection of the enlarged spleen in a mouse bearing metastatic lung tumors. 
A: In vivo imaging (a: Lung xenograft; b: Lung xenograft with cervical lymph node metastasis; c: Lung xenograft with genital 
metastasis; d: Lung xenograft with genital and cervical lymph node metastasis); B: Enlarged spleen in a mouse bearing lung 
xenograft. 


(图 3B)。 
2.3 组 织 病理 学 检查 

皮下 移植 瘤 组 :组 织 病理 切片 HE 染色 显示 细胞 核 
大 而 次 染 ,多 数 见 病理 性 核 分 裂 象 , 胞 浆 淡 染 , 瘤 体内 可 
见 有 坏死 出 血 区 ,并 可 见 多 量 新 生 血 管 ,表明 所 建立 的 
皮下 移植 瘤 符合 人 绒毛 膜 癌 细 胞 特征 (图 4A,B)。 

肺 转移 瘤 组 :HE 染色 见 肺 转移 灶 存 在 高 度 增生 的 
滋养 细胞 ,细胞 分 布 密集 成 团 , 核 大 深 染 ,未 见 到 绒毛 结 
构 ; 肺 转移 瘤 周 围 肺 组 织 明显 炎 性 渗 出 (图 4C,D)。 


3 讨论 

国外 研究 报道 ,大 约 5000 名 女性 当中 会 出 现 1 位 
绒 癌 患者 。 而 基因 学 方面 的 相关 研究 表明 ,正常 妊娠 、 
部 分 性 葡萄 胎 和 完全 性 葡萄 胎 均 可 发 展 成 为 绒 瘤 ,所 以 
绒 癌 的 实际 发 病 率 应 该 更 高 ”"。 绒毛 膜 癌 早期 即 可 出 
现 转 移 ,其 中 肺 部 最 常见 的 远 处 转移 部 位 。 由 于 其 对 化 
疗 的 高 度 敏 感性 ,是 迄今 唯一 化 疗 治愈 的 恶性 肿瘤 ,总 
的 治愈 率 超过 90%""。 但 是 ,化 疗 药物 的 毒 副作用 影响 
治疗 效果 ,高 危 耐 药 及 复发 病例 的 治疗 效果 令 人 难以 
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图 3 移植 瘤 模 型 小 鼠 的 血清 8-HCG 水 平 及 其 与 皮下 瘤 体积 的 关系 
Fig.3 Serum B-HCG levels of the mice at 14 days (A) and its relationship with subcutaneous tumor volume (B). *P<0.05. 


是 ， 


图 4 实验 小 电 组 织 学 表现 


Fig.4 Histological examination of the xenografts in the tumor-bearing mice (HE staining, 
original magnification: x 400). A: Subcutaneous tumor tissue; B: Subcutaneous tumor necrosis; C: 


Solid tumor area of the lung xenograft; D: Border zone of the lung xenogratft. 


满意 ”。 需 要 寻找 新 的 化 疗 药物 或 男 辟 新 的 治疗 节点 。 
因此 ,建立 高 效 的 绒毛 膜 癌 动 物 模型 对 于 探索 治疗 的 新 
药物 具有 重要 意义 。 众 所 周知 ,动物 模型 是 新 药 科 选 评 
价 的 重要 研究 基础 * 中 。 徐 文静 等 研究 指出 SCID.bg 
小 鼠 各 项 免疫 指标 均 低 于 BALB/c 裸 小 鼠 和 SCID 小 
鼠 , 且 品系 内 不 同性 别 间 差异 无 显著 性 。Takizawa 等 1 


很 难 获得 绒 癌 组 织 块 ,有 目 SCID 鼠 个 体 小 ,其 子宫 更 小 ， 
于 子宫 肌 层 内 移植 入 绒 癌 组 织 块 建立 妊娠 性 绒 癌 的 动 
物 模型 ,在 实际 操作 中 可 行 性 很 小 。 目 前 ,用 于 建立 绒 
毛 膜 癌 动 物 模型 的 方法 主要 有 尾 静 脉 注射 和 皮下 注射 
两 种 方法 。 皮 下 注射 具有 操作 简单 .局 部 成 瘤 快 .成 功 
率 高 等 优点 ""”。 尾 静脉 注射 绒毛 膜 癌 细胞 可 随 血 液 循 


发 现在 某 些 肿瘤 移植 的 成 功率 高 于 SCID 小 鼠 。 郑 井 红 
等 应 用 相同 细胞 数目 的 下 G-3 细 胞 注射 SCID 小 鼠 18 d 
后 ,实验 鼠 即 处 于 濒 死 状 态 。 本 研究 应 用 SCID.bg 小 鼠 
成 瘤 后 ,皮下 瘤 组 小 鼠 状 态 良好 , 肺 转移 瘤 组 小 鼠 于 28 d 
开始 出 现 动物 皮毛 起 皱 . 步 态 不 稳 . 凌 靡 不 动 等 不 良 状 
态 。 进 一 步 说 明 SCID.bg 小 鼠 在 肿瘤 移植 模型 的 应 用 
方面 可 能 具有 较 大 的 优势 。 

近 几 年 , 原 位 移植 肿瘤 建立 肿瘤 肺 转移 模型 成 为 研 
究 的 热点 。 但 是 ,90% 绒 毛 膜 癌 患者 通过 化 疗 治愈 ， 


环形 成 局 部 靶 器 官 浸润 ,能 更 好 的 模拟 绒毛 膜 癌 弥 漫 生 
长 . 易 早 期 血行 转移 至 肺脏 等 特点 ,因而 更 符合 绒毛 膜 
瘤 临 床 特点 。 本 课题 同时 应 用 皮下 及 尾 静 脉 注射 建立 
绒毛 膜 癌 病理 模型 ,对 比 接种 后 小 鼠 形 态 学 .特异 性 血 
清 标志 物 B-HCG 和 组 织 病 理学 HE 检测 ,发 现 接种 第 14 
天 ,实验 组 小 鼠 血 清 B-HCG 显著 高 于 对 照 组 ,A 组 小 鼠 
血清 B-HCG 水 平 与 皮下 瘤 肿瘤 体积 相关 , 且 肺 转移 瘤 
模型 pP-HCG 水 平 明 显 高 于 皮下 瘤 模型 。 接 种 第 28 天 ， 
A 实验 组 小 鼠 皮 下 出 现 完整 包 膜 单 发 肿瘤 ,组 织 病 理 切 
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片 HE 染色 明确 皮下 移植 瘤 符合 人 绒毛 膜 癌 细胞 特征 。 

活体 成 像 系 统 (IVIS) 是 近年 来 迅速 发 展 的 一 种 检 
测 细胞 或 组 织 生物 发 光 的 新 技术 ,可 灵敏 .连续 地 示 踪 
体内 外 标记 细胞 ,并 进行 精确 的 量化 分 析 , 已 被 广泛 应 
用 于 肿瘤 学 ,病毒 学 和 基因 研究 等 诸多 领域 "”。 因 此 ， 
我 们 应 用 JAR 细胞 转 染 慢 病毒 载体 后 ,首次 通过 IVIS 
系统 检测 尾 静 脉 注射 JAR/EGFP 细 胞 的 小 鼠 肺 转移 瘤 
模型 ,发 现 肺脏 出 现 单 发 或 多 发 肿瘤 ,并 同时 明确 是 否 
合并 其 他 部 位 的 肿瘤 ,为 后 期 解剖 获取 目标 器 官 及 肿瘤 
组 织 提 供 依据 。 本 研究 的 组 织 病 理学 结果 即 肺 组 织 均 
有 不 同 程度 的 瘤 细 胞 温润 进一步 表明 IVIS 系统 定位 前 
瞻 性 及 准确 性 。 

本 研究 分 别 通过 皮下 及 尾 静 脉 注射 JAR 细 胞 成 功 
构建 人 绒毛 膜 癌 小 鼠 病 理 模型 ,模型 动物 成 瘙 率 高 , 生 
存 期 稳定 ,能 良好 的 模拟 临床 绒毛 腊 癌 弥漫 生长 . 远 处 
转移 特点 ,为 抗 绒 瘤 药物 科 选 分 子 靶 癌 和 基因 治疗 提供 
稳定 动物 模型 ,具有 重大 的 临床 实用 价值 。 
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